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Genotoksikologija
• Interdisciplinarna naučna oblast koja se bavi 
proučavanjem štetnih djelovanja raznih agenasa na 
nasljedni materija/izazivanje nasl.promene/som. I germ. 
Celije
• Stepen opasnosti izlaganja ljudi tim agensima
• Zračenje i mnogo kemijskih karcinogena djeluje tako da 
oštećuju DNA i induciraju mutacije
• Drugi karcinogeni ne uzrokuju mutacije, već pridonose 
nastanku raka stimulirajući proliferaciju celija, apoptoza, 
nekroza
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Genotoksikologija
• Mehanizmi nastajanja genetskih oštećenja
• Procena rizika po zdravlje ljudi
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Genotoksicne testove
• Testovi za procjenu karcinogenog i 
mutagenog potencijala određene 
tvari temelje se na spoznajama da 
je DNA ciljna molekula za sve 
mutagene
• strukturne aberacije kromosoma, 
izmjene sestrinskih kromatida
• Procjena genotoksičnih 
učinaka provodi se na 
ljudskim limfocitima 
primjenom različitih 
genetičkih markera koji 
omogućuju detekciju ranih 
bioloških učinaka
• indukciju mikronukleusa, 
comet test
Komet test ili mikroelektroforeza 
• celije se uklapaju u mikrogel 
agaroze
• Pomoću otopine visoke 
koncentracije etilen-diamin-
tetraoctene kiseline (EDTA) i 
detergenta liziraju se citoplazma 
i membranske strukture u celije
te se oslobađa ukupna DNA
• Ona se zatim denaturira u 
alkalnom ili neutralnom puferu i 
podvrgava elektroforezi 
• mali odsječci (fragmenti) DNA 
nastali jedno- ili dvolančanim 
lomovima putuju kroz pore gela 
prema anodi, dok glavnina DNA 
zbog velike molekularne mase 
nema tu sposobnost
• Kraći fragmenti brže putuju kroz 
gel, pa zbog razlike u njihovoj 
duljini i brzini kretanja dolazi do 
razdvajanja prema veličini
Image analiza
• DNA i obrasci putovanja njenih fragmenata nakon bojanja
fluorescencijskom bojom pod mikroskopom su vidljivi kao “kometi”. 
• Mjeri se najmanje 50 kometa na kojima se utvrđuju tri osnovna 
parametra: dužina repa kometa, intenzitet repa i repni moment
• Dužina repa kometa predstavlja najveću udaljenost na koju su 
otputovali najkraći odlomljeni fragmenti DNA 
• Mikronukleusi su samostalne kromatinske strukture
koje su potpuno odvojene od nukleusa
• Nastaju kondenzacijom acentričnih kromosomskih
fragmenata ili čitavih kromosoma zaostalih u anafazi
koji se nisu ugradili u jezgre stanica kćeri
• Promjer MN obično je između 1/16 do 1/3 promjera
glavnih nukleusa
• Prisutnost MN smatra se kvantitativnim
pokazateljem postojanja strukturnih i/ili numeričkih
aberacija kromosoma koje su u ciljnim celijama
nastale pod utjecajem različitih genotoksičnih
agensa u uvjetimain vitro i/ili in vivo.
DIAGNOSTIC TOOL AND PROCEDURE FOR MEASURING MICRONUCLEUS  
FREQUENCY IN PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES 
• Posle 72-satnome uzgoju limfocita u hranjivom mediju
• Limfociti se u uvjetima in vitro na diobu potiču pomoću fitohemaglutinina
• Za vrijeme rasta u kulturi, limfociti prolaze kroz sve faze staničnog ciklusa, međutim, 
da bi se moglo otkriti mikronukleuse potrebno je spriječiti diobu citoplazme prije
negoli se roditeljska stanica podijeli u dvije stanice kćeri- dodavanjem inhibitora
citokineze, citohalazina B u 44.-tom satu kultiviranja
• Po isteku 72. sata kultiviranja pristupa se izradi mikroskopskih preparata
primjenom hipotonične otopine KCl odvajaju se i liziraju eritrociti, a talog u kojem su
limfociti, pročišćava se kroz nekoliko uzastopnih centrifuguranja i fiksiranja
oba
pola
Cilj ovog istraživanja bio je utvrditi normalne i
granične vrijednosti MN-testa na limfocitima
20 
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Anketni list obuhvaća osnovne anamnestičke podatke, podatke o 
zanimanjima i životnim navikama, navici pušenja, konzumiranju
alkohola i eventualnoj medicinskoj izloženosti ispitanika
20 
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Metoda
• 5 ml venske krvi iz kubitalne vene
• kulture uzgajane u uvjetima in vitro tijekom
72 sata
• u 44. satu dodan je citohalazin B (Sigma) u 
koncentraciji od 6 μg mL-1 (17, 18)
• Limfociti su rasli na 37 °C u vlažnoj atmosferi
s 5 % CO2 (Heraeus Hera Cell 240 inkubator) 
u mediju RPMI 1640 (Gibco), uz dodatak 1 % 
fitohemaglutinina (Apogent), 20 % telećega
fetalnog seruma
• antibiotika penicilina 100 IU mL-1 i
streptomicina 100 μg mL-1
• Nakon završetka kultiviranja, pristupilo se 
izradi mikroskopskih preparata u skladu sa
standardnim protokolom
Mikroskopski preparati 
• suše se na zraku- boje 
citološkom bojom Giemsa 
• pregledavaju pod svjetlosnim 
mikroskopom (povećanje 
1000x)
• Analizira se 1000 binuklearnih 
limfocita u kojima se utvrđuje 
ukupni broj MN
• utvrđuje ukupni broj stanica s 
MN i raspodjela MN u stanicama
1,000 BN cells were evaluated 
MNi are defined as small, round nuclei clearly separated from the main cell nucleus 
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SAMPLE EXPOSED GROUP CONTROL GROUP
1. M/F AGE PROFES.EXPOS S/NS MN M/F AGE S/NS MN
2. M 60 32 S 16 M 21 NS 5
3. M 51 24 S 12 M 19 NS 0
4. M 50 15 NS 5 M 27 S 4
5. F 59 35 S 18 M 18 NS 1
6. F 45 15 S 21 M 33 S 8
7. M 48 27 S 9 M 20 NS 2
8. M 46 18 NS 14 M 25 NS 3
9. M 45 17 NS 8 M 25 NS 2
10. F 57 33 S 19 M 21 S 0
11. M 45 16 NS 8 M 21 NS 2
12. F 55 31 S 17 F 31 NS 2
13. F 45 23 NS 21 F 28 NS 4
14. M 45 26 S 8 F 28 NS 5
15. F 60 35 S 18 F 28 S 3
16. M 58 24 S 16 F 32 S 11
17. M 46 16 S 19 F 18 NS 4
18. M 52 24 NS 11 F 20 NS 6
19. M 55 25 NS 6 F 32 S 9
20. M 59 32 S 23 F 24 NS 6
21. F 60 30 S 19 F 40 S 13
∑ 289 90 
Average 
(x)
14.5 4.5 
STDV (s) 5,51 3,52
V (%) 38,07 78,15
sx 1,230 0,786
Rezultati
• žene u prosjeku imaju više MN od muškaraca
• Pozitivna korelacija između učestalosti MN i
životne dobi kako I profesionalan ekspozicija
jonizirajucih zracenja
• uočeno da dijabetes, sindrom policističnih
jajnika pojedine vrste lijekova mogu utjecati na
porast broja MN
• štetan utjecaj navike pušenja i porast broja MN 
u pušača
NPB                 NBUDs
• procjenu učestalosti nuklearnih
pupova, koji su indirektni
pokazatelj amplifikacije pojedinih
gena
• nukleoplazmatski mostovi koji su
pokazatelj postojanja bicentričnih
kromosoma u celije koji se tijekom
diobe nisu mogli raspodijeliti u celije
kćeri
MN-assey
MN-test se moze primejeniti kod ispitanika koji su
profesinalno izlozene razlicitih genotoksicnih agenasa
MN-test koristan i u otkrivanju nestabilnosti genoma
koja se dovodi u vezu s povećanim rizikom od pojave
karcinoma
Image Analysis Software Tools for Microscopy
Software Module for Multi-color Fluorescence 
Imaging for QuickPHOTO
3D Digital Microscope PRO-3D 2.0
Quantitative analysis on dendritic spine morphology
Neuronstudio – Automatic Neuron Tracing Super-Tool
Volume Integration and Alignment System (VIAS) –
Image Stack Alignment Software
Tile multiple confocal microscopy image stacks into 
a single 3D image dataset


